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انتاج السليوليزات Aspergillus sp. ùa‏ المعزول محلباً ودر اسة بعض خصائصها واستخدامانها 
الت dd‏ 


4- دراسة بعض خصائص انزيمي السليوليز والسلوباييز 
اسوان حمدالله عبود البيار العاني اكرم ثابت الراوي 
قسم علوم الأغذية والتقانات الأحيائبة /كلبة الزراعة /جامعة بغاد 
المستخلص 
درست بعض الخصانص المهمة لأنزيمي السليوليز والسلوباييز العنتجة من و۸ .مء 115اااعرء مو4 . ظهر ان الأس الهيدررجيني اأمثل لفعالية 
أنزيم السلبوليز 8C1‏ والسلوبابيز 2 هو 5.0 ر 7.0 على الترثيب » في حين تراوح المدى الأمثل لثبات الأنزيمين بین 50- 7.0 وأظهر ا٤5‏ ثباكاً 
حراريا بين 40-20" لمدة ساعة في حين کان بين 60-20 م لمدة ساعة للأنزيم 8©12. كانت درجة الحرارة المثلى السليوليز 81 والسلوباييز 8262 
هي 40م و ۳50م على الترئیب . قدرث فيم 1 و ۷۳14۲ لايم 1 باستخدام مادة السلبلوز و0۷۲ المعامل والقش المعامل كمواد تفاع ل وبلفت 
قيم 7 4 ملغم باسئخدام السليلوز و0.8 ملغم باستخدام المعامل و 0.33 ملغم باستخدام القش المعامل اما فيم ۷۳4۲ فف بلغت 41.66 و20 
و10 مایكرومرل/ ساعة على الترتيب . أما بلنسبة لأنزيم 82 فق استخدمت مادة السلوبايوز و 10[ المعامل كمواد تفاعل » وبلفت يم ۳١‏ له 
9و 0.28 ملنم علی الترتیب» بینما كانت فيم 4% Vm‏ 57.14 و 16.66 مایکرومول/ ساعة علی الترئيب. جرى تفدير نقاوة الأنزيم باستخدام الهجرة 
الكهربائية وظهرت حزمة واحدة لكل من أنزيمي 81 و 8C2‏ وندرت نقطة التعادل الكهربائني لهما فكانت 3.6 و 42 علس الترتيب . فار السوزن 
الجزيئي لهما باالترشبح الهلامي (6-200 )Seph ade»‏ فېلغ 104 و 95 کیلودالتون › على الريب . أما عند اسئخدام تقنية الترحيل الكهربائي بوجود 
فقا كان لرزن الجزيئي لهما 81.28 و 72.44 كبلوداتون عى الترتيب . كان أأزيم اسابوايز !8 خاي من الكاربوهيدرات في دين بلفت نسب 
الكاربوهيدرات الكلية في أثزيم السلوباييز 8°02 13.7 . تم تشخيص الكاربوهيدراك اناتجة من تحليل السليلوز والسلوبابوز بوساطة أنزيمي ا)8 و 
B2‏ باستخدام کروماتوکرافي الور (۴۴°) وكروماتوكرافي الطبقة الرفيقة (۲10) وئم التأكد من ان نواتج التحلبل كانت هي كلوكوز وسلوبايوز ٠‏ 
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Abstract 

Certain properties of two enzymes cellulase and cellubiase which produced by Aspergillus sp. A,s were investigated, 
The optimum pH were 5.0 and 7.0, respectively, pH stability were between 5.0-7.0 for both. The enzyme (BCI) 
retained 100% of its original activity after incubation at 40°C for 60 min, while 30% of the original activity was lost 
at 50°C for 60 min, The enzyme (BCb2) retained 100% of its original activity after incubation at 60°C for 60 min. The 
optimum temp. for (BCI) was 40°C while it was 50°C for (BCb2). 

The values of Km for BCI were estimated by using three kinds of substrates, cellulose, treated CMC and 
treated wheat straw, were 4, 0.8 and 0.33 mg respectively. Vmax values were 41.66, 20 and 10 | mole/hr., respectively, 
For BCb2, Km and Vmax values were estimated by using two substrates which were cellobiose and treated CMC. Km 
values were 7.69 and 0.28 mg, respectively, while Vmax values were 57,14 and 16.66 H mole/hr., respectively. 
Isoelectric point for BCI was found to be at pH 3.6 and for BCb2 at pH 4.2. Molecular weight determinations for BCI 
and BCD? by gel filtration were 104 and 95 KD respectively, while they were 81.28 and 72.44 KD, respectively as 
determined by SDS- electrophoresis, Ié was found that BCI without any carbohydrate while BCb2 consisted of 13.7% 
carbohydrates, The main final reaction products as analyzed by (PC) and (TLC) were shown to be glucose and 


cellobiose, 
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المقدمة 
يؤثر الأس الهيدروجيني تأثيراً كبيراً في فعالية 
الأنزيم ونتيجة لذلك تتأثر سرعة التفساعلات الأنزيمية» ان 
نشاط الأنزيم عادة يتحدد بمدى معين من قيم الأس 
الهيدروجيني يطلق عليه الأس الهيدروجيني الأمثل للفعالية 
والذي يتأثر بعدة عامل مثل درجة الحرارة وتركيز مادة 
التفاعل والقوة الأبونية للوسسط ووقست التفاعل وتركيز 
المحلول المنظم (34) . 
أما لأس الهيدروجيني الأمثل للات فيعتمد على درجة 
الحرارة والقوة الأيونية ومواد التفاعل وتركيز الأنزيم وطبيعة 
المحلول الدارئ وتركيز كل من المنشطات والمثبطات (27). 
تختلف قيم الاس الهيدروجيني الأمشسل الفعالية والفات 
لأنزيمات السليوليز المنقاة باختلاف مصادرها ونوعياتها. 
تعرف درجة الحرارة المثلى للأئزيمات بأنها الدرجة 
القصوى التي يبدي فيها الأنزيم فعالية ثابتة خلال مدة زمنية 
تكون في أل تقدير بطول المدة الزمنية المحددة لقياس النعالية 
؛ إإ ان معظم التناعلات الكيميائية تسير بسرعة أكبر عند 
رفع درجة الحرارة وان الزيادة في درجة الحرارة تنح 
الجزيئات المتفاعلة طاقة حركية عالية تيح لها فرمة 
التصادم والالتتاء . 
أما حرارة الثبات فتعرف بأنها درجة الحرارة التي 
يبقى فيها الأنزيم محتفظاً بكامل فعاليئه في مدة زمنية تكون 
بطول مدة قياس الفعالية أو أكثر ويتأثر الابات الحراري 
للأنزيمات بعدة عوامل لا سيما الاس الهيدروجيني والفوة 
الأيونية وطبيعة المحلول المنظم » ووجود أو غياب مواد 
التفاعل والمنشطات والمثبطات ومدة الحضن وتركيز الأنزيم 
٠27(‏ 34) . تختاف درجات الحرارة المثلى للنعالية وثبسات 
الأنزيمات بصورة عامة ومنها السليوليزات المنقاة وعلى 
اختلاف مصادرها . 
تعد الثوابت الحركية معيارأً مهما لتحري عن فة الأزيم 
تجاه مواد التفاعل المخئلفة أي أنها تكسف عن الملاءمة 
النسبية لمواد التفاعل لأنزيم معين . قام عدد مسن الباحثين 
بتقدير قيم الثوابت الحركية للسليوليزات فمثلاً استعمل 
2 ماز« وآخررن (30) كلاً من مواد التناعسل الآئية : 


Laminari ڇ‎ Laminari pentaose و‎ Laminarin 
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exo-B-1,3- gli! Laminari trioseg tetraose 
. Basidiomycete spp. ùa Glucanase 
المواد وطرائق العمل:‎ 

1- الأس الهيدروجيني الأمثل للفعالية : 

تم قياس فعالية أنزيم السليوليز والسلوباييز عند تيم 
مختفة من الأس الهيدروجيني هي 2و 3و 4و 5و 6و7 
و 8و 9و 10 باستخدام محلول منظم يحتوي على کلورید 
البوتاسيوم وحسامض الهيدروكلوريك 
ال رولت والفوسفات» والترس لاإ 
(hydroxymethy1) aminomethane Buffer‏ « ومحلوJ‏ 
منظم الكاربونات-البيكاربونات بتركيز 0.2 مولاري . مزج 
كل من هذه المحاليل مع محلول مادة التفاعل (السليلوز) و 
(اسلوبايوز) وندرت الفعالية الأنزيمية بقياس السكريات 
المختزلة باستعمال كاشف 5×8 » اما البروتين فقد قدر وفقاً 
لطريقة 17 المحورة . تعرف وحدة الفعالية الأنزيمية 
بنا كمية الأنزيم اللازمة لتحرير 1 مايكرومول من 
السكريات المختزلة في الساعة الواحدة تحت ظروف 
التجربة . 
2- الأس الهيدروجيني الأمثل للثبات : 

حضن كل من زيم السليوليز والسلوباييز مع 
المحاليل المنظمة ذات القيم التالية من الأس الهيدروجيني 2 و 
3و 4و5و6و7و8و9و 0 والمحضرة كمافي 
(1) لمدة نصف ساعة في أنابيب اختبار ووضعت هذه 
الأنابيب في حمام مائي بدرجة 35م ثم بردت مباشرة في 
حمام ثلجي جرى بعدها تقدير الفعالية المتبقية لكل أأزيم . 
3- الحرارة المثلى للفعالية وطائة التنشيط : 

تم تحديد الحرارة المثلى لفعالية وطاقة التتشبط 
لتحويل مادة التفاعل الى نواتج بقياس ثابت السرعة الملاحظ 
على مدى من درجات الحرارة 30و 35و 40و 45ر 50 
و 55 و 60م وحسبت ۴ لكل أنزيم باستعمال معاالة 
ارینیوس 81/ =A“‏ . 
4- الثبات الحراري : 

حضن كل من أنزيم السليوليز والسلوباييز بدرجات 
حرارية مختلفة ٠ 40 » 30  20(‏ 50 » 60 ر 70م عند 
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الأمثل لثبات ذلك الأنزيم ولمدة ساعة تم <اب Vêk, KI pû‏ لأزيم اللوباييز وفقاً لمعادلة 


الأس الهيدروجيني 
و احدة بعدها نقلت الأنايب مباشرة الى حمام ثلجي ثم قبست Lineweaver-Burk‏ )27( . 
الفعالية المتبقية لكل أنزيم . 6- تقدير نقاوة الأنزيم بطريفة الترحيل الكهربائي : 


5- ثابت ميكاليس والسرعة القصوى : اتبعت الطريقة المستخدمة من بل Garfin‏ )10( 


قدرت السرعة اقصوى وثابت ميك الي لأزيمي ادير تقاوة الأنزيم . 
السلیولیز )8٥1(‏ رالملوبايز (ا80) انقين بادتخدام مواد 7- تقدير الوزن الجزيلي : 
تفاعل مختلفة وبتراكيز مختلفة » ققد اختبرت مواد التفاعسل تدر الوزن الجزيئي لأنزيمي الس ليوليز (801) و 
السليلوز و 0110 واش المعامل بابيروكسيد القاعدي لأنزيم السلوبايز (8002) بطريتتين هما الترشيح الهلامي والترحيل 
السليوليز في حين اختيرت مواد التفاعل السلوبابوز و2116 الكهربائي . 


لأزيم السلوباييز . 8- تعيين نقطة التعادل الكهربائي (Isoelectric point)‏ : 
1-5- استخدام السلیلوز كمادة تفاعل : استخدمت طريقة اتبئير الكهربائي الهلامي ( 6۴1 


لغرض تحديد ثابت ميكاليس والسرعة القصوى (EBlectrofocusing‏ المتبعة من قبل رعاع!إ (36) لتعين 
حضر السليلوز مادة للتفاع_ل بالتراكيز 2500 و5000 نقطة التعادل الكهربائي لأنزيمي السليوليز (1ا80) و 
و7500 و10000 و12000 و 0 مایکروغرام/ مل وئم السلوباييز (BCb2)‏ والاستدلال على النقارة . 
حساب یم K0‏ و×۷۳4 و Lineweaver- ةJlaal Î‏ 9- تعيين نسبة الكاربوهيدرات : 


Burk‏ )27( . تم تعيين نسبة الكاربوهيدرات في محلول أنزيمسي 
2-5- استفدام Carboy Meth Colle‏ اليوليز (ا80) و السلوبليز ([8002) بطريقة نينول 
)0M1€(‏ کمادة تفاعل : حامض الكبريتيك والموصوفة من قبل 01:0015 وآخضرون 


استخدم C۷)‏ كمادة تفاعل لأنزيمي السليوليز (6. 
رالسلوباييز وذلك بتحضير ما يسمى بالسكريات المتعددة 10- تشخيص الكاربوهيدرات الناتجة من فعل السليوليزات : 
السليلوزية غبر الذائبة Insoluble cellooligosaccharide‏ شخصت الكار بوهيدرات الناتجة من فعل كل من 
و ذلك حسب طريقة 844:0٤0‏ وجماعته (26) . حضرت أنزيم السليرليز (8€1) وأنزيم السلوباييز (8002) والتعرف 
محالیل بتراكيز312.5 و156.25 و78.125 399و625 عى أنواع السكريات الناتجة وذلك باستخام تققية 
و1250 مایکروغرام/ مل ۰ تم حساب Vmaxy Kı şı‏ کروماتو (PC) Paper Chromatography ةڌرلl lls‏ 


و Lineweaver-Burk alal Î‏ لكل أنزيم . و تقئية كروماتوكرافيا الطبقة الرتقة Thin [ayer‏ 
3-5- استخدام الفش المعامل كمادة تفاعل : (TLC) Chromatography‏ . 
استخدم فش الحنطة المعامل بالبيروكسيد القاعدي النتائج والمناقشة 

كمادة تفاعل لأنزيم السلیولیز حيث حضر بتراكيز 2500 بلاحظ من شكل 1 الذي يمل منحنى الأس 
و5000 و7500 و10000 و12000 و 1500 الهيدروجيني الأمثل لفعالية أثزيم السليوليز 8٣1‏ » ان الأس 
مایکروغرام| مل . تم lê Vmax Kî pî lu‏ لمعلالة ٠‏ الهيدروجيني الأمثل لفعالية الأنزيم كان 5.0 ريلاحظ 
Lineweaver-Burk‏ )27( . الانخفاض التدريجي لفعالية على جانبي الأس الأمثل . لفد 
4-5- استخدام السلوبابوز كمادة تفاعل : Witkowska +g‏ )35( أن الأس الي دروجيني الامشل 


لغرض تحديد ثابت ميكاليس والسرعة القصوى لفعالية انزيم السليوليز المنتج Trichoderma jفl ù‏ 
حضر السلوبايوز كمادة تفاعل بالتراكيز 2500 و5000 Okada 4y 5.0 ya viride‏ )23( في تاج انزيمي 
و7500 100005 و12000 و 15000 مایکروغرام| مل . السليوليز من العفن نفسه وكان الاس الهيدروجيني لكلا 
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الانزيمين 5.0-4.5 . li‏ ذکر Nakane ڇy Uchino‏ 
(31) ان الأس الهيدروجيني الامشل لنعالية انزيم 
× الذي مصدره بکتریا .رم ںااز‌ه8 کان 4.0 
» في حين ذكر 1٩۷4:65‏ وآخرون (28) ان افضل أس 
هيدروجيني لفعالية انزيم 7140458 المنتج من قبل 
Biu spp.‏ کان 6.0 راحتفظ بمعدل %70 من فعالیته 
في الأس الهيدروجيني 9.0 . 

ما هزه" وآخرون (30) فقد درسوا الأس 
الهيدروجيني الأمثل لفعالية انزيم 148٥‏ 04ں!G-0-8-1,3×م‏ 
إذ كان يساوي 5.8 » وذكر 2118ل وآخرون (32) انم 
حصلوا على أعلى فعالية لائزيم 5#لزوه[ر»-8 من الفطر 
Chaetomium trilaterale‏ عند الس الهيدروجيئي 4.2 . 

شير Godfrey‏ )11( الى ان اعلى الفعالية لمعظم 
السليوليزات الفطرية تكون عند الاس الهيدروجيني 5.0 او ان 
المعدل يگون ما بين 6-4 » في حين تكون السليوليزات 
المنتجة من الخميرة اعلى فعالية لها عند الأس الهيدروجيني 
0 ؛ ولتك المنتجة من البكتريا تكون اعلى من 7.0 . 

أشار باحث آخر (16) الى ان صورتي زيم 
السليوليز 4[ و٣1‏ أظهرتا أعلى فعالية عند مدى من 


العاني والراوي 


لأس الهيدروجيني تراوح ما بين 6.8-4.3 بدرجة حرارة 
0م للأنزيم الأول » وما بين 7.0-4.6 بدرجة 40م للأئزيم 
لثالي . 

يلاحظ من شكل 1 ان فعالية الانزيم عند الئيمة 
لمتعادلة 7.0 تكون منخفضة جداً وان الائزيم يعمل ضمن 
لمدى الحامضي » وهذا يعني احتمال وجود مجاميع 
لكاربوكسيل في الموضع الفعال للاازيم . 

يمثل شكل 2 منحنى الأس الهيدروجبني الأمشل 
لفعاية أنزيم السلوبايز (8002) إذ يلاحظ ان اعلى فعالية 
لهذا الأنزيم كانت في الأس الهيدروجيني 7.0 وهذا يتقق مع 
ما ذكره نه وآخرون (7) من ان أحدى صورتي الأزيم -8 
)6G-1( عاuعosi dae‏ المنتج من العرمون 
Volvariella ) lt lll (Mushroom)‏ 
4| قد أظهر أعلى فعالية له في الأس الب دروجيني 
٠0‏ بينما كان لأس الهيدروجيني الأمثل لفعالية الصورة 
الأخرى (861-11) 6.2 . ذكر رف60 (11) ان أعلى 
فعالية للسلوباييز المنتج من ۲ع .4 تكون في الأس 
الهيدروجيني 5.0 . 


الفعا 
SSBF‏ 


وحدة/ مل) 
ONO o‏ 


شكل 1. الأس الهيدروجبني الأمثل لأتزيم السليوليز (8۳1)المنتج من العزلةٌي ۸ »p.‏ 5اانچ مم۸ 
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6 8 9 10 1 


۹ 1 
شكل 2. الأس الهيدروجيني الأمثل لأنزيم 


ان من بين الصفات المهمة جداً في تحديد ظروف 
لتنقية وخزن الأنزيم هي الأس الهيدروجيني الأمشل لثبات 
لأنزيم» ويلاحظ من الشكلين 3 و 4 والتي تمثل منحنى الأس 
لهي دروجيني الأمفل ابات أنزيمي السلبوليز (1ا©8) 
والسلوباييز (8۳02) ان المدى الأمثل لثبات الانزيمين 
يراوح ما بین 7.0-5.0 أي انما يظهران ثبل واضحاً في 
لأوساط المتعادلة والحامضية التريبة من التعادل ء ويلاحمظ 
انخفاض الفعالية في الأرساط القاعدية فنجد ان أنزيم السليوليز 
(BCI)‏ بحتنظ بنسبة %50 من فعاليته في (1=8م) في حين 
انذفضت فعالية أنزيم السلوباييز (8۳02) بنسبة %90 . قد 
وجد ان السليوليزات المنتجة من العفن ٥14١ا‏ .7 تكون ثابتة 
کی المدى 7.0-5.0 (23) . كذلك وجد ان انزيمات 
endoglucanases‏ المنتجة من العفن إ٣‏ .7 تظهر 
أعلى فعالية في مدى الأس الهيدروجيني المحصور ما بين 
6.0-0 بینما نکون exoglueanaes‏ ثابتة في المدی ما 
بین 6.0-5.0 (35) . 

تختلف السليوليزات في مدى ثباتها تجاه الأس 
الهيدروجيني إذ بلاحظ من الدراسات سالفة الذكر ان المديات 
التي تبدي فيها الأنزيمات ثبلا واضحاً لا تزيد على وحدتين 
من الأس الهيدروجيني بینما ذکر ھهiزه۲‏ وآخرون (30) 


إن ازيم 0-8-1,3-61102145»ء المنتج من 


Basidiomycele spp.‏ قد أظهر بلا في مد کبیر من 
الأس الهيدروجيني 9.8-51. من جهة أخرى نکر 
5" وآخرون (28) ان أنزيم 1256× المنتج من 


5 
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العاني والراوي 


= >= 
چ 5= 


الفعالية (وحدة / مى 
BSE‏ 


یھ س 
E‏ 


oa 3 


4 و 2 1 0 


السلر یز (2ط8BC)‏ المنتج من العزلوڊ Aspergillus sp. A‏ 


بکتریا .رم اا8 یکون ثبقاً في مد واسع من 
الأس الهيدروجيني يتراوح بين 10-5 . 
تبدي الأنزيمات بصورة عامة حساسية معينة تجاه 
التغيرات في درجات الحرارة وذلك من خلال تأثير الحرارة 
في زيادة أو انخفاض الفعالية الأنزيمية › ومن هذا المنطلتق 
أجريت تجربة لتحديد تأير درجة الحرارة في فعالية أنزيسي 
السليوليز والسلوباييز المنقاة قب د الاختبار وضمن مدى 
حراري تراوح بين 70-20"م . ويلاحظ من الشكل 5 الذي 
يمثل منحنى درجة الحرارة المثلى لأنزيم الدليوليز (801) 
وازدياد الفعالية ما بعد 30م بشكل حاد وملحوظ وان أفضل 
درجة حرارة لعمل هذا الأنزيم كانت عند 40م حصل بعدها 
انخفاض ندربجي في الفعالية الأنزيمية حتى 60-55م شم 
اخثفت بعدها تماما . لتد وجد ان أفضل فعالبة لأنزيم 
endoglucanase‏ المنتج Trichoderma viride ùe‏ كilت‏ 
ما بين 40-30 "م بينما كانت أعلى فعالية لأزيم 
eX 0lucana6‏ في درجة 40م (35). في حين ذكر 
)0 (23) ان صورتي أنزيم السليوليز المنتج من العفن 
زار 7 نظهر أعلى فعالية في 60م كذلك بين 
Sakamoto‏ وآخرون (26) ان الفعالية الأنزيمية لأنزيم 
çill Hydrocellulase‏ من اعفن ۷5]اأ۲g٤A45p‏ 
ules‏ تګون أُعلی ما يمکن في 60م » وقد أشير الى 
ان أعلى فعالية لأزيم #همه[ر× المنتج من البكتريا 
Bais SPD.‏ تكون في 60م (28). 


مجلة العلرم الزراعبة العراقية - 5(38): 54-34 (2007) 


7 8 9 10 11 


6 


العاني والراوي 


0 1 2 3 4 5 


شكل 3. منحنى الأس الهيدروجيني الأمثل لثبات أزي یم السليوا8 (8۳1) المنتج من العزلة و۸ .م 5یباازچ ۸p‏ 


1 ي 
ت 

o 38 
5 5 


المتبقية(/) 


شكل 4. منحنى الأس الهيدروجيني الأمئل لثبات أنز يم الملوباييز (8۳02) المنتج من العزلةٌ و۸ .مد يلم۸ 


يوضح الشكل 6 منحنى درجة الحرارة المثلى لأنزيم 

السلوباييز (8002) إذ يمكن ملاحظة الارتقاع التدريجي في 

الفعالية الأئز يمية في 30م ولغاية 50م وهي أعلسى قبمة 

تبلغها افعالية تلاها انخفاض تدريجي لغاية 70م تختفي 

. بعدها. اما أنزيم السلوباييز المنتج من عفن معأ" .4 

ومعظم ئز بمات 145م دبااع-8 النطرية فانها تبدي أقصى 
فعالية لها في درجة 60م (11). 

يعبر عادة عن تأثير الحرارة في التفاعلات المحفزة 

من قبل الأئز يمات بدلالة طاق التنشيط ) Activation‏ 

وهي ال طاتۀ يحتاجها التفاعل لكي يبدا ويرمز لها 
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4 . ثم حساب طاتة التشيط لتحويل السليلوز الى كلوكوز 
بفعل أنزيمي السليوليز والسلوباييز ممن العزلة و۸ قير 
الأختبار » وفقا لمعادلة ارينيوس إذ تم الحصول على منحنى 
ارينيوس لأنزيم السلبوليز (81) في الشكل 7 وأنزيم 
السلوبايز (8۳02) (لشكل 8) والذي يمشسل الملاة بين 
لوغارتم ثابت السرعة ( ع0) ومقلوب درجة الحرارة 
المطلقة (7/1) ء إإ بلغت طاقة التشيط لأنزيم السليوليز 
والسلوباييز 11.385 و 8.147 كبلوسعرة| مول › على 
الترتيب. تقع هذه القيم لطاقة التشيط ضمن المدى الذي ذكره 
اهاط (34) لمعظم الأنزيمات والذي يتراوح ما بين 
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15-6 كيلوسعرة/ مول. ذکر نهر وآخرون (19) ان 
طاقة التشيط لأنزيم مهلاو uاع-8‏ كانت 11.1 
كیلوسعرة/ مول. 

أشار رطا1-1ط۸ (2) الى ان طاقة التتشبط 
لأنزيم الدلوباييز المنتج من العفن ٣ع‏ .4 كانت حوالي 
55 کیلوسعرة| مول » في حین بین 0184۷2۲4 وآخرون 
)8( ان طاقة التتشيط لأنزيم السلوباييز كانت 11 كيلوسعرة/ 


درجة مئوية 


العاني والراوي 


مول. اما بالنسبة لأنزيم #14188 المنتج من العفن 
Aspergillus tamarii‏ فقد كانت 15.22 کیلوسعرة/ مول 
)2 

مما تندم يمكن الاستتاج ان السلوباییز )8٥02(‏ 
المنتج من العزلة و۸ قبد الاختبار يمكنه العمل في درجة 
حرارة أعلى من أنزيم السلبولبز (801) > وبالنتيجة فاه 
يحتاج الى طاقة أت لاستئناف الفعل الحفزي له 


3 


ة (وحدة / مل) 


o 


شکل 5. مندنی درجة الحرارة المثلى لأنزيم السليوليز (8©1) المنتج من العزلة ڊ,A Aspergillııs sp.‏ 


درجة مئوية 


القعالية (وحدة/ مل) 


شکل 6. منحنی درجة الدرارة المثلى لأنزيم السلوباييز )8٤2(‏ المنتج من العزلة و۸ 5p.‏ »لاع 4p‏ 
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شكل 7. منحنى طاقة التنشبط لأنزيم السليوليز (8©1) المنتج من 
Aspergillus sp. A, jel‏ 
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شكل 8. منحنى طاقة التنشبط لأنزيم السلوباييز (82) المنتج من 
Aspergillus sp. Aş Ajal‏ 


يعد الثبات الحراري من بين العوامل المهمة التي يمكن عن 
طريقها تحديد درجات الحرارة التي يحئفظ فيها الأنزيم 
بفعاليته ونشاطه وتك التي تؤثر فيه سلباً » ویتم على ضوئها 
اختبار درجات الحرارة الملائمة لاستعمال الأنزيم في 
التطبيقات العملية . وأجريت هذه الدراسة بحن كل مسن 
محلول أنزيم السليوليز ومحلول أنزيم السلوباييز بشكل مستقل 
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في الأس الهيدروجيني الأمثل لثبات الأنزيم وفسي درجات 
حرارية مختلفة ولوقت محدد. 

يلاحظ من الشكل 9 الذي يمثل الات الحراري 
لأنزيم السليوليز (8©1)» والشكل (10) الذي يمشل منحضى 
الثبات الحراري لأنزيم السلوباييز (8۳02) . ان الأزيم 
الأرل يظهر ثبتاً واضحاً في درجة 40 ولمدة 60 دقيقة 


مجلة العلوم الزراعية العراقية - 5(38): 54-34 (2007) 
ويحتفظ بحوالي 13 من فعاليته في درجة حرارة 30م ؛ 
في جين يبدي اللوبایز ثب متميزاً في درجة حرارة 60م 
لدة 60 دقيتة ويفقد %90 من فعاليته في درجة حرارة 70م 


لتد وجد ان زيم e01 dae‏ اع-8 يحتفظ بحوالي 
0 من فعالته في درجة 50م (19). ووج د ان تزيم 


العاني والراوي 


Hydrocellulase‏ allنiج‏ من العفن 01/۵8 .4 يكون 
بنا في درجات حرارة أقل من 50م (26) ۰ 

حصل ٥414۷۲4‏ وآخرون (8) على نتائج ممائلة 
لنتائج الدرا اسة الحالية إذ كان أنزيم السلرباييز ( NN0۷02/"‏ 
8 ) يبقى ثاب في درجة حرارة 60 . تبقى فعلية 
السليوليزات في شطر سكر ۸ع ن[ع-8 ثابتة رمستمرة لغابة 
درجة الحرارة 60م (37) ٠‏ 
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درجة مئوية 
شكل 9. منحنى الثبات الحراري لأزيم السليولبز (1ا8€) المنتج من 
العز Aspergillus sp. A[‏ 
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درجة مئوية 


شكل 10. منحنى الثبات الحراري لأذزيم السلوباييز (8002) المنتج من العزلةٌ ۸ .م؛ 1»5أع 40 
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جری تعیین ابت میکالیس ٤‏ رالسرعة القصری ×۷4 
لأنزيم السليوليز (8©1) باستخدام مو التفاعل المتمثظة 
بالسليلوز ر ۳000 المعامل والقش المعامل ‏ وباتباع طريقة 
Burk-verٍineweا‏ (27) لرسم العلاقة بین متلوب ترکیز 
مادة التفاعل ومتلوب السرعة والتي أفرزت المنحنيات 
الخاصة بكل مادة تفاعل (الأشكال 11 و 12 و 13) رتظهر 
انئج ان أيم 7 لأنزيم السلبوليز [[80) كات 4 » 0.8و 
1.35 ملغم لكل من السليلوز و٣K‏ المعامل والثش المعامل 
على الرتب. 

ان 7 هي أحد الثوابت المميزة للأنزيم ومااة 
اتفاعل حيث تختلف باختلاف الأنزيم» مصدره وطبيعة مادة 
اتفاعل المستعلة (27) . على ضوء قيم K۳‏ المؤشرة أعلاء 
يكون الثش المعامل هو مادة اللفاعل الأكثر ملاءمة من بين 
المواد المستخدمة السليوليز المنستج مسن العزلسة و۸ قير 
الاختبار » وفي تجربة منفصلة استعمل فيها 010 غير 
المعامل لم تؤشر النتائج أي فعالية لهذا الأنزيم تجاه € 
غير المعامل ولد بعزى هذا الى وجود مجاميع الكاربوكسيل 
لتي تعد مثبطاً لفعالية الأنزيمية لذلك تم اللجوء الى معاملة 
٣‏ لجعلا اقل ذائية ) Insoluble‏ 
isa 5‏ 0اeه)‏ لتيل مهم أنزيمات 
(Hydrocellulases)‏ ويامها بالفعل المطلوب (26). 

ذکر 18۸4زا وآخر ون (30) ان تیم K.‏ لأئزیم 
Basidiomyceie spp. ù exo-B-1,3-Glucanase‏ 
باستخدام Laminaripentaose « Lamiıari Jl ng‏ 
Laminaritriose y Laminaritetraose ¢‏ هي 0.16 و 
1و 224 و 1.34 ملي مول على الترتیب . اما چ7 
(29) نقد عزل مجموعة أعفان نوع .مم؟ ۷8الاع 4p‏ 
ووجد أن ثلاثة منها كانت منتجة للسليوليز وعند استخدامه 
لورق الترشيح كمادة تناعل لاحظ ان هذه الأنزيمات الثلاثة 
للأنزيم الأول 40 ملغم|مل ‏ والثاني 25 ملغمإ مل » اا 
الثالسث فقد كانت قيمة K۳‏ له تساوي 28.6 ملغم إل . 
وقد أشار 0اويا8 وآخرون (6) الى ان قيسة ب 
لاز endo-Beta-glucanasê e‏ انتج من reesei‏ .7 
تساري %1.31. اما بخصوص السايوليز المنتج من بكتريا 
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العائي والراوي 


Clostridiım thermocellum‏ فقد انت قیسة س ل¿ 
61 ملي مول (37). 

اما بخصوص فيمة ×۷ لأنزيم السليوليز قد 
الدراسة فيبين الجدول 2 الى ان هذا الأنزيم يمتلك أعلى 
سرعة عند استخدام السليلوز كمادة تفاعل إذ بلغت 41.66 
مايكرومول|ساعة مقارنة ب 20 ممايكرومول/إساعة عند 
استخدام ۳110 المعامل كمادة تفاعل و10 مايكرومول/ساعة 
للقش المعامل . 


أشار 8 (29) الى ان السليوليزات المنتجة من 
ثلاثة أنواع لعفن 5[لأع!ه مء تختلف في سرعتها القصوى 
(×۷4) إذ بلغت السرعة القصسوى لأحدها 13.33 
وحدة/ملغم بروتین » وللاخر 3 وحدة/ملغم بروتين ؛ في 
حين كانست السرعة التصوى للثالث 11.11 وحدة ملم 
بروتین. اا 0اولا8 وآخرون (6) قد نكر ان 
نز reese ùa çûl endo-Beta-gluıcanase ıı‏ .1 
بمتلك ۷7۳ تدر ب 40.3 مایکرومول | مل . 

اما قيم K۳‏ للسلوباييز باستخدام السلوبايوز 
CM‏ للمعامل كمواد تناعل هي 7.69 ملغم و 0.28 ملغم 
على الترتيب › وقيم ۷١4‏ 57.14 مايكرومولإسساعة 
16.66 مايكرومول/ساعة باستعمال السلوبايوز و 04€ 
المعامل. وهذا يعني ان مادة 410[ الأكثر ملاءمة للسلوباييز 
يمد الدراسة » وما ان 0140 المعامل هو 
Cellooligosaccharide‏ ويتككون من سلسلة طويلة 
لجزيئات الكلوكوز المرتبطة بأصرة ([8 ) يكن الامستدلال 
على ان السلوبايز المنتج من العزلسة وم هر نوع 
Hyd roel lulases‏ وتحديداً .B-glucosidase‏ 

yجد Bissett‏ و 18 (5) في دراستهما ان 
قيمة K١‏ لأنزيم 256ا05 عم المنتج من من عفن 
Aspergillus‏ بلفت 5 ملسي مول › و ×۷4 0.06 
مايكرومول|دقيقة . انا ومھ ط2 و مرآ (37) ققد ذکر 
ان تی ù cellobiase E Km‏ 
Clostridium thermocellum‏ قد بلغت 3.3 ملي مول › 
ينما ۷14 له فکانت 0.5 ملي مول|مل . 
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جول 2. گیم ا و ۵1 24 ليواي 


العاني والراوي 


(BCb2) jlna (BCI)‏ قبد الدراسة باستخدام مواد تفاعل مختلفة 


تفاع أ السليوليز BC‏ سوير BC‏ 
کک VM Km‏ 1 
e‏ ملقم ا f‏ 
ا ا ١‏ 416 5 
لوتایز 4 5 7.69 57.14 
CMC‏ العمل 08 20 028 16.6 
اقش المعامل 033 10 8 _ 
نقاوة الأزيم : اكهربائي ؛ بمعنى آخر ان محصلة الشحنات التي تحملبا 
أطهر ترحبل الأأزيم امتقى على هام ابولي ٠‏ اوي مرا عند الأ اليدروجيني المذكور لكل نزم . 


اکریلاماید وجود حزمة واحدة لكل من السليوليز (8©1) 
والسلوباییز (8002) (شكل 1ء وهذا دلالة على تقية 
الأنزيم لغاية التجائس (رأغ/١ء1008)‏ . يلاحظ عند 
îulخڌ|p 2-mercaptoetlan0]‏ الى جانب 858 لتحطيم 
البروتین ظهور حزمتين متقاربتين من بعضهما لكلا 
الأزيمين (ثكل 12) رد يدل هذا على ان الأنزيمين ريما 
یتکونان من سلسلتين من السلاسل البروتينية المرئبطة مع 
بعضها بوساطة الأراصر الثنائية الكبريتيد (8-8) . 


نقطة التعادل الكهربائي ۴1 : 

يلاحظ من الشكل 13 ظهور حزمة واحدة واضحة 
من البروتين لكل أنزيم وهذا دلبل آخر على نقاوة الأزيم . 
وبظهر الشكل 14 وجود فعلية أنزيمية للسلبوليز ([80) علد 
الأس البيدروجيني 3.6 (القطعة 17) من الهلام » وكذلك 
وجود فعاية أنزيية ل اوباييز )8C02(‏ عند الأس 
الهيدروجيني 4.2 (النطعة 15) من الهلام عند تياس الفعالية 
الأنزيمية لكليهما . 

ان وجود حزمة واحدة في القطعة المماثلة الهلام 


الآخر بذ يشير الى ان حركة الأنزيم أصبحت صفراً في المجل 
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بعبارة أخرى فإن هذا الأس الهيدروجيني هو قبمة ۲1 للأزيم 
. لتد وجد 01010 و a4010‏ (21) ان نقطة التعادل 
اكهربائي لأئزيم Hydrocellulase‏ المنتج من الغضن 
Aspergillus aculeatus‏ كانت تساوي 3.5 › وفي تجربة 
أخرى بهذا الخصوص ذكر Sakamoto , Murao‏ )22( 
ن تتقية أتزيم #ءهلوههنإع-م المنتج من العفن 
ace‏ انوم أظهرت ثلاث صور أزيمية 
123( من 56ھ لوهس اعم وعند قیاس 1 کانت لکل 
منها 4.7 4.3 و 3.6 على الترتبب . في حين بين 
"sujisaka‏ وآخرون (30) ان نقطة التعادل 
اکهربائي لأزيم ae‏ لاوu00!ع-e»0-8-1,3‏ المفتج 
من .307 pl Basidiomycete‏ 9.2 . 

اما نالا وآخرون (32) فقد أشار الى نقطة 
اتعادل الكبربائي لأنزيم #ءلوهار »م نشج 
من لعفن lS Chaetomium trilaterale‏ 4.86 . 
في حين ذکر dاMansfe‏ رآخرون (18) ان انزيمي 
EGS) endoglucanase‏ و01 المنتجة من العفن 
Pep yl Sepiarium‏ متلکان نقطة تعادل کهربائي 
هما 3.8و 3.1 على الترتيب . 
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Cellobiase Cellulase 
8٤2 شكل 11. الترحيل الكهربائي لأنزيمي السليوليز 81 والسلوباييز‎ 


Cellobiase Cellulase 


شكل 12. الترحيل الكهربائي ليمي السليوليز 801 والسلوبابيز 8٥2‏ باستخدام 
2-mercaptoethanol‏ 
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Cellulase Cellobiase 


شكل 13. حركة أنزيمي السليوليز 1 والسلوباییز 8٥2‏ في هلام تقدیر تقطة التعادل الكهربائي بطريقة ٣٤01ء[‏ 
focusing‏ 


20 19 18 17 16 15 14 13 12 11 10 9 12345678 
رقم القطعة 


شعل 14. تير نقطة التعادل الكهربائي لأنزيمي السليوليز 801 والسلوباييز 2 المنتجين من العزلة و۸ لتفدير نقطة 
النعادل الكهربائي بطري Isoelectric focusing‏ 
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تقدير الوزن الجزيئي : 

انبعت طريتتان لتتدير الوزن الجزيئي للسليوليز 
01 والسلوباییز 8002 » كانت الأرلی پانستخدام عود 
التر شيح الهلامي نوع 6-200 ×4eمع8‏ » کان يساوي 
104 کبلودالتون للسلیولیز 8٣1‏ و 95 كيلودالتون للسلوباييز 
Sakamoto s Murao Jصڪ . (15 لكll) BCD2‏ )21( 
باستخدام طريقة الترشيح الهلامي › على وزن جزيئي 
يساو ي68 کیلودالتون لأئز Hydrocellulase pı‏ المنتج من 
العفن 45ا»e pergi cu]‏ اما zie‏ وآخرون (82) 
فقد ذكروا ان الوزن الجزيئي لأنزيم #كهلزوهار»ق المنتج 
trilaterale ùa‏ 7 والمعين بطريقة الترشيح 
الهلامي (6-200 ×1418مع8) کان يساوي ما بتارب 240 
كيلودالتون. وقد قدر الوزن الجزيئي لأنزيم -0-8-1,3×ع 
G[ucan‏ المنئج من p۳.‏ eاBasidiomıyce‏ المحدد 
بالترشيح الهلامي (6-200 ×44eامء؟)‏ إذ بلغ 73 
کبودالتون (30) . أما 0 وآخرون (7) فقد ذکروا ان الوزن 
الجزيئي لأنزيمي (801-1) و ([801-1) المنتجة من 
العرهون والذي حدد بوساطة الترشيح الهلامي ( 1ر ٥م86‏ 
(S-200‏ بلغ 158 كيلودالتون و 256 كيلودالتون على 
الترتيب . أما 14ع#مة۷ وآخرون (18) تقد ذكروا ان 
صورتي أنزیم 065ھ‌ںاع لم E68(‏ و 0ع) المنتجة 
من العفن 5e۵‏ رمه تتماثلان في وزنها 
الجزيئي المحدد باستعمال الترشيح الهلامي والذي بلغ 45.1 
و 45.0 کیلردالتون » على الترئبب . 

وكانت الطربقة الثائية لققدير الوزن الجزيئي 
للائز يمين قيد الدراسة (1ا٣8‏ و 8002) باستخدام تقنبة 
الترحبل الكهربائي على هلام البولي اكريلامايد الحاوي على 
8 (الشكل 16) . ومن العلاتة الخطية بين الحركة النسبية 
لهذه البروتينات ولوغارتم وزنها الجزيئي (الشكل 17) 
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أمكن تقدير الوزن الجزيئي للسليوليز والسلوباييز من خلال 
تقمدير الحركة النسبية ليما إذ بلغ 8128و 7244 
کیلودالتون » على الترتيب . 

مما تدم يتضج ان استخدام تقنيات مختلفة لتق دير 
الوزن الجزيئي لبروتين معين ينتج عنها اختلاف في القسم 
المستحصلة وقد يكون مرد ذلك الى الاختلافات في محتوى 
البروتين من الكاربوهيدرات الذي ينعكس بدوره على اضفاء 
وزن جزيئي الى البروتين يكون أكبر من الواقع وذلك 
باستخدام تقنبة الترشيح الهلامي إذ يحاط البروتين بعدد كير 
من جزيئات الماء مقارنة مع البروتينات الأخرى التي تخلو 
من أي جزء كاربوهيدراتي من جاب آخر فان الاختلاف 
اناج في قيمة الوزن الجزيئي البروتين ذاته عند تقديره بتلنية 
الترحيل الكهربائي وبوجود 808 ربما يعود السى انخفاض 
نسبة ارتباط جزيئات 908 بالبروتين عند الترحيل لاحتوائه 
على جزء كاربوهيدراتي موؤدياً بذك الى انخفاض نسبة 
الشحنة / الكئلة ثم تقليل حركته ليظهر البروتين بوزن جزيئي 
أكبر مما هو عليه في الحقيقة علماً ان حركة البروتينات في 
اهلام تتناسب عكمياً مع لوغارتم الوزن الجزيئي (1) وق د 
ينسب ذلك الى سبب آخر. 

لقد وضح ”) وآخررن (14) ان مجموعة 
السليوليزات من العفن ا٣ر richer‏ التي تحتوي 
على اربع صر انزيمي endoglucanase‏ 1ر [Il II‏ 
و1۷ وأنزيم واحد نوع 08[004456×ع قدر الوزن 
الجزيئي لها باستعمال الترحيل الكهربائي فكان 52 و 60 و 
2 و 38 و62 كيلودالتون » على الترتيب . لقد ندر الوزن 
الجزيئسي لأنزيم 48اه اهاط من العفن 
clypeatus‏ 78 بالترحيل الكهربائي إذ بلغ 
0 کیلودالتون (4) . 
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شكل 15. منحنى تفدير الوزن الجزيئي لأنزيمي السليوليز 801 والسلوباييز B2‏ من العزلة و۸ .57 pers‏ بطريقة 
الترشيج الهلامي (6-200 (Sephadex‏ 
Glucose oxidase‏ 
Bovine serium albumin‏ 
Ovalbumin‏ 
Lysozyme‏ 


Cellulase Cellobiase 


شكل 16. تقدبر الوزن الجزيئي بالترحيل الكهربائي بطريقة 
Dise gel electrophoresis‏ 
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شكل 17. منحنى تقدير الوزن الجزيئي لأنزيمي السليوليز 81 والسلوباييز 8٤2‏ من العزلة وة .مء اوم4 بطريقة 
الترحيل الكهربائي 


SDS-Dise gel electrophoresis 


تفدير المحتوى الكاربوهيدراتي للسليوليزات : 

جرى تقدير نسبة الكاربوهيدرات الكلية في السليوليز 
)8٥1(‏ والسلوباييز (8۳02) بطريقة الفينول-حامض 
الكبريتيك والموصوفة من قبل 008ا وآخررن (9) » 
رأظهرت النتائج ان أنزيم السلبوليز النقي المنتح من العزلة 
4 کان خالا من الكاربوهيسدرات بينما يحوي أنزيم 
السلوبايز (8002) على 13.7 من الكاربوهيدرات . ان 
احتواء أنزيم السلوباييز على هذه النسبة من الكاربوهيدرات 
يفسر الفرق في الوزن الجزيئي بين الأنزيمين قيد الاختبار 
ركذلك مقارمة أنزيم الساوباييز للحرارة إذ أظهر بات حرارياً 
لغاية 70م , 

لقد ذكر 0)14 (23) ان صورتي أنزيم السليوليز 
(4-[1 و 8-[[) المنتجة من العفن «٣4١‏ .7 يحتويان علسى 
14-2 کاربوهیدرات کگلوکوز. ووج د ان زیم 
0siاxy-8‏ المنستج من الفù Chaetomiuı¬‏ 
era‏ بحتوي %20.7 کاربوهیدرات بشکل کلوکرز 
02 . 

أوضحح ةس زاة۷ (33) ان زيم 
)CBH 1) Cellobiohydrolase‏ أحد أزيمات reesei‏ .1 
هو عبارة عن ٣1أهمهه‌رآع‏ يحتوي على %6 من 
الكاربوهيدرات » وان الجزء الكاربوهيدراتي موجود في 
الطرف الكاربركسيلي للسلسلة البروتينية . اما بالسبة لأنزيم 


1. رهو أيضاً ينتج من العفن‎ )86 11( endoglucanaْ 
یکون خالباً من الكاربوهيدرات ويعتئد انه هو الذي‎ 1 
يبداً بالعمل على تحليل السليلوز ولم تعرف آلية هذا النوع من‎ 
الأنزيمات بعد (13) . أكد 4ر1 وآخرون (17) أهمية‎ 
الجزء الكاربوهيدراتي الموجود في جزيئة الأنزيم التي تدعى‎ 
إذ تبط‎ (CBMs) Carbohydrate Binding Modules 
هذا الجزء بسطح السليلوز ويساعد على تحلبله عاملاً على‎ 
توجيه المجموعة المحللة لتكون قريبة الى مادة التفاعل الممثظة‎ 
بالسليلوز غير الذائب » وان وجود (8[45) يكون ذا أهمية‎ 
. شضغز ا لأنزيمات 1041488 [ع0×ع لبدء عملها‎ 
: تشخيص السكريات الناتجة بفعل السليوليزات فيد الدراسة‎ 
جرى تشخيص الكاربوهيدرات الناتجة من فمل‎ 
السليوليز (801) والسلوباييز (8002) المنتجين من العزلسة‎ 
بطريقتين كانت الأولى كروماتوكرانيا الورقة ۲م۴4‎ 48 
والثانية كروماتوكرافيا الطبقة‎ )P( Chromatography 
. (ILC) Thin Layer Chromatography ةiîرلl‎ 
يلاحظ من الشكل (18-/) والذي يمتل نتائج فصل نراتج‎ 
تفاعل أنزيم السليوليز الخام والقي على مادة السايلوز بطريقة‎ 
والتي تظهر ان السليوليز الخام يعمل علسى تكوين‎ » )۴( 
الكلوكوز والسلوبابوز وذلك من خلال تمائل قيم ,۴ النراتج‎ 
. السكريات التباسية (الكلوكوز والسلوبايوز)‎ ۸١ مع‎ 
» اماالأنزيم التقي فيحرر السلوبايوز بكمية أكثر من الكلوكوز‎ 


إذ قوم هذا الأنزيم بتكوين الدلوبابوز كخطوة أولى في تحليل 
السليلوز فضلاً على كوين كمية من الكلوكوز وتؤدي الزيادة 
في تركيز السلوبايوز الى تثيط الأمزيم وقد يفسر هذا 
انخفاض الفعالية بعد 48 ساعة » ويلاحظ من الكل ذته 
خوك سكريات أخرى ئد تگون 10هام و 
cette‏ والتي تتكون نتيجة عمل أنزيم السليوليز (8€1) 
على مادة السليلوز. 

تظهر نتائج البحوث الأخيرة المتعلقة بأنزيمات 
endoglucanases‏ النقية رالعائدة لأنظمة سليوليزية عديدة › 
ن قابلية هذه الأنزيمات في تحطيم السلبلوز المتلور ترط 
بقابلبتها في تكوين الكلوكوز كناتج ذائب نتيجة لعملية التطلل 
5 فما كان افعل الزيمي عشواياً وبدرجة كيرة ء 
كلما انخفض فعل الأنزيم في تايل السليلوز المتبلور ومن ثم 
خفض كمية الكلركوز المتكون (101:1) » وهذا يطابق فعسل 
أنزيم السليوليز النقي (ا8) قيد الاختبار إذ يلاحظ تكرن 
اكلركوز بنسبة تلبلة مثارنة بالسلوبايوزء وهذا يدلل على أن 
لأنزيم ذو فعل عشوائي وبدرجة كببرة وهذا مؤشر آخر على 
كون أتزيم ([86) المنتج من العزلة و۸ هو من نوع 
endoglucanase‏ . وأظهرت طربقة الفصل الثانية (0) 
نتائج ممائة (الشكل 19) إذ يلاحظ ان نسبة الكلوكوز الناتجة 
كانت تليلة جداً ومتداخلة مع الدليلوز وذلك لتقارب قيمة ؟۸ 
لكلوكوز مع قيمة ۸۲ المليلوز » ويمكن اتأكيد هنا على أن 
الأنزيم من نوع enda‏ ببب فعله العشوائي 
الذي ينتج عنه السلوبايوز وقلیلاً من الکلوکوز . ذکر کل من 


مجلة اللوم الزراعية العراقية - 5(38): 54-34 (2007) 


50 


العاني والراوي 


Philippidis‏ وآخرون (25) و M56۲‏ وآخرون (20) في 
دراساتهم على السليوليز المنتج من بتري ا C1051۳i4۸‏ 
Trichoderma SDD. jie thermocellum‏ ان تحليىل 
السليلوز يثبط بوساطة السليبايوز الناتج وبدرجة أل بوساطة 
الكلوكوز. 

اما الكل (18-ب) فبعئل نتائج فصل نواتج تحليل 
اللوبايوز بوساطة اللوباييز الخام والنقي بطريقة )۴١(‏ ؛ 
إإ يكن ملاحظة نكن اكلوكوز بشكل واضح فضلاً عن بء 
جزء من السلوبايوز لدم اكتمال التحلبل ؛ ويمثل الشكل (24) 
نواتج تحليل السلوبابوز بطريقة (110) إذ يكن ملاحظة 
تكون الكلوكوز من السلوبايوز. 

استخدم 182۸4ء1 وآخرون (30) کروماتوکرافې 
الورق لفصل نوانج Curdlan « Laminarin Jılaî‏ ڍ 
Selerglucan‏ بوساطة ازيم 60-8-1,3-611041488 › 
وأظبرت التائح ان معظم الماد اناتجة هي كلوكوز وان 
نسبة تحلیل 111411۸ كانت تمثل أكثر من %90 وفي 
Seleroglucan Jlazتul a‏ كانت النواتج تحتوي على 
الكلوكوز والجئئو وز Uchino Lal . gentiobi0§¢‏ 
Nakane,‏ )31( فقد استخدما كروماتوكرانيا الطبقة الرقبقة 
(10) باستخدام طبقات رقبقة نوع (8۴ 4۷0۵1) لقصل 
نواتج تحلبل الزايلان بوساطة أنزيم 41488[ المنتج من 
البكتريا .32۲ ]ز84 فظهرت النواتج المفصولة على انها 
تمثل الزابلوبایوز د والزایلوترايوز و والزابلوتیتروز ٠‏ 
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کلوکوز سلوبایوز ‏ سلیلوز ‏ سلیولیز خام ‏ سليوليز تي 


شكل 18-. فصل نواتج تفاعل السلبوليز الخام والنقي على مادة السليلوز بطريفة (۲6) 


کلوکوز ‏ سلوبایوز ‏ سلیلوز ‏ سوباییز خام سلوبایز نقي 


شكل 18-ب. فصل نواتج تفاعل السلوباييز الخام والنقي على مادة السلوبايوز بطريقة )۲٥(‏ 
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أار مزه" و ه811۷ (24) الى استخدام 
کروماتوکرافي لورق للسليولبزات المنتجة من العفن .1 
reesei‏ < إذ أظهرت التائج ان نواتج تحليل قش الرز بهذه 
الأنزيمات تشتمل على الكلوكوز بشكل رئيسي › والزايلوز 
والسلوبابوز. وأوضح ر1 وآخرون (17) أنه يطلب 


العاني والراوي 


انتاج نوعين في الأقل من أنزيمات 0515 uاع-8‏ 
من العفن ٤٤٤6‏ .7 لکي يساعد ذلك على تحليل السلوبايوز 
رالسکریات المتعددة السغبرة الى كلوكوز » حيث تم عصزل 
أنزيمين ها [ 801 ر 11 8)1 من راشج المزرعة الفطرية. 


شكل 19. فصل نواتج تفاعل السليولين والسلوباييز الخام والنقي بطريقة (۲1.0) 


6 = کلوکوز فیاسي › € = سلیلوز قیاسي › ا 


= سلوبايوز قباسي » 1= نواتج تفاعل المستخلص الخام على السليلوز ؛ 2 


> واج تفاعل السليوليز لنقي(81) على السلبلوزء 3 = نواتج تفاعل المستخاص الخام علىالسلوبايوز » 4 = نوقج تفاعل 
السلوبايز الثقي (8002) على السلوبايوز ؛ 5 = السكر المتلور المنتج من القش المعامل 
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